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揖摘要铱 摇 目的: 以丝氨酸蛋白酶 Omi 为切入点,探究大负荷运动诱导大鼠骨骼肌细胞凋亡的可能机制。 方法:
126 只健康雄性 SD 大鼠随机分为安静对照组(C),离心运动组(E),单纯阻断组(U),二甲基亚砜(DMSO)组(D),
运动阻断组(EU)。 除 C 组外,其余 4 组随机分为干预后 0 h 组、12 h 组、24 h 组、48 h 组、72 h 组,每组 6 只。 E 组

与 EU 组大鼠在跑台上进行坡度为鄄16毅,速度为 16 m / min,90 min 的一次性大负荷运动。 U 组、D 组与 EU 组进行一

次性药物干预,给予 U 组和 EU 组大鼠腹腔注射 1. 5 滋moL / kg Omi 特异性抑制剂 Ucf鄄101,同样给予 D 组大鼠腹腔

注射 1. 5 滋moL / kg 的 0. 5% DMSO,于实验后不同时间点分批取比目鱼肌,检测其 Caspase鄄3,鄄8,鄄9,鄄12 的活性以及

Omi 和 X 染色体连锁的凋亡抑制蛋白(XIAP)的表达。 结果: 与 C 组相比,E 组骨骼肌线粒体形态结构发生典型的

病理改变,骨骼肌线粒体膜通透性转换孔(MPTP)开放程度明显增加(P<0. 01)或(P<0. 05),同时骨骼肌 Omi、XI鄄
AP 蛋白表达均明显增加(P<0. 01 或 P<0. 05),Caspase鄄9,鄄3 活性也均明显增加(P<0. 01 或 P<0. 05)。 与 C 组相

比,U 组和 D 组 XIAP 蛋白以及 Caspase鄄9,鄄3 活性均无显著差异。 EU 组 XIAP 蛋白以及 Caspase鄄9,鄄3 活性变化趋势

均与 E 组基本一致,但 XIAP 蛋白变化幅度明显高于 E 组(P<0. 01),Caspase鄄9,鄄3 活性变化幅度明显低于 E 组(P<
0. 01)。 结论: 大负荷运动可以诱导大鼠骨骼肌线粒体形态结构改变,使 MPTP 高通透性开放,Omi 蛋白表达上

调,进而通过其下游的 XIAP鄄Caspase 途径,启动依赖 Caspase鄄9 介导线粒体凋亡途径,最终导致肌细胞发生凋亡,而
抑制 Omi 可降低运动诱导骨骼肌细胞的凋亡水平。
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揖ABSTRACT铱 Objective: To analyze the molecular mechanisms of skeletal muscle cells apoptosis induced by heavy鄄load exercise
with Omi as the entry point. Methods: One hundred and twenty鄄six adult SD rats were randomly divided into five groups: control group
(C), eccentric exercise group (E), simple blocking group (U), DMSO group (D) and exercise block group (EU). In addition to
the C group, the other four groups were randomly divided into 0 h after experiment, 12 h after experiment, 24 h after experiment, 48
h after experiment and 72 h after experiment with 6 rats in each group. E and EU group were submitted to a heavy鄄load exercise on a
treadmill down a 16毅 decline, 16 m / min for 90 minutes. U, D and EU group were one鄄time intervened with drugs. U and EU groups
were intraperitoneally injected with 1. 5 滋mol / kg ucf鄄101, D group were intraperitoneally injected with 1. 5 滋moL / kg 0. 5% DMSO.
The rats were sacrificed in batches at different time points after experiment, then the soleus were saved to detect the Caspase鄄3,鄄8,鄄9,鄄
12 activities and protein expressions of Omi and XIAP. Results: Compared with group C, the mitochondrial distribution and morpholo鄄
gy appeared the typical ultrastructure pathological changes, the opening degree of MPTP was increased significantly (P<0. 01) or (P<
0. 05), protein expressions of Omi and XIAP were increased significantly (P<0. 01 or P<0. 05), the activities of Caspase鄄9 and
Caspase鄄3 were increased significantly (P<0. 01 or P<0. 05) in group E. Compared with group C, there was no significant difference
in XIAP protein and caspase鄄9, 鄄 3 activities in group U and Group D. The change trend of XIAP protein and Caspase鄄9, 鄄 3 activities
was the same as those between EU group and E group, but the change range of XIAP protein in EU group was significantly higher than
that in E group (P<0. 01), and the change ranges of caspase鄄9, 鄄 3 activities in EU group were significantly lower than those in E
group (P<0. 01). Conclusion: A single heavy鄄load exercise can induce changes in the mitochondria morphology and structure in rats,
open the high permeability of MPTP, and improve the expression of Omi protein, then through its downstream XIAP鄄Caspase pathway,
start the mitochondrial apoptosis pathway mediated by caspase鄄9, and finally lead to myocyte apoptosis. The inhibition of Omi can re鄄
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duce the cell apoptosis level of motor induced skeletal muscle cells.
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摇 摇 人体各种形式的运动,主要是靠骨骼肌的收缩

和舒张活动来完成。 人体长时间做大负荷运动或维

持某个身体姿势,会导致肌肉力量下降、肌肉僵硬或

疼痛,若长期持续下去,就会造成工作肌的结构和功

能发生损伤性改变,称为运动性骨骼肌损伤。 已研

究证实细胞凋亡在运动中和运动后诱发的骨骼肌损

伤中发挥着重要作用,骨骼肌细胞凋亡可能是训练

不当造成肌肉酸痛和运动能力下降的最重要的病理

生理机制[1]。
丝氨酸蛋白酶 Omi 是作用较强的线粒体促凋

亡蛋白,广泛表达于各组织器官,同时参与细胞凋亡

的调节[2]。 在正常情况下,Omi 同细胞色素 C、Smac
共同位于线粒体内外膜之间,应激情况下线粒体膜

通透性发生改变,线粒体膜通透性转换孔(mitochon鄄
drial permeability transition pore,MPTP)开放,使这些

促凋亡蛋白释放入胞质,进而发挥其促凋亡的生物

效应。 有研究发现[3],Omi 能通过与 X 染色体连锁

凋亡抑制蛋白 ( X鄄linked inhibitor of apoptosis pro鄄
tein,XIAP)相互作用,进而激活下游的 Caspase 诱导

细胞凋亡。 我们前期研究发现[4],依赖 Caspase鄄9 的

线粒体凋亡途径在离心运动诱导的细胞凋亡中发挥

重要作用。 但 Omi 作为较强的线粒体促凋亡蛋白,
是否以及如何参与骨骼肌线粒体凋亡途径,还有待

进一步证实。
因此,本研究通过建立大鼠大负荷离心收缩造

成的骨骼肌损伤模型,旨在观察运动后骨骼肌线粒

体形态结构及功能的变化,以 Omi 为切入点,结合

其抑制剂 Ucf鄄101 干预,探究大负荷运动诱导骨骼

肌线粒体凋亡的可能机制,为调节运动致骨骼肌细

胞凋亡、预防运动损伤提供理论依据。

1摇 材料与方法

1. 1摇 动物分组与干预方案

8 周龄健康雄性 SD 大鼠 126 只,购自北京华阜

康生物科技股份有限公司,许可证编号是 SCXK
(京)2009鄄0007。 将大鼠随机分成 5 大组:安静对照

组(C 组,n = 6),离心运动组(E 组,n = 30),单纯阻

断组(U 组,n=30),DMSO 组(D 组,n = 30),运动阻

断组(EU 组,n= 30)。 所有大鼠都在中国医学科学

院药用植物研究所动物房内喂养。 其中,除安静对

照组外,其余组按实验后时间点又分为 0 h 组(n =
6)、12 h 组(n =6)、24 h 组(n =6)、48 h 组(n =6)
和 72 h 组(n =6)。

(1)运动方案:在正式运动前,离心运动组和运

动阻断组大鼠要进行适应性跑台运动(坡度:0毅,速
度:16 m / min,3 d)。 第 1 日运动 5 min;第 2 日运动

10 min;第 3 日不运动;第 4 日正式运动(坡度:鄄16毅,
速度:16 m / min,时间:90 min) [5]。

(2)药物干预方案:给予单纯阻断组和运动阻

断组大鼠在正式运动前 10 min 腹腔注射 1. 5 滋mol /
kg Omi 特异性抑制剂 Ucf鄄101[6],同样给予 DMSO
组大鼠腹腔注射 1. 5 滋mol / kg 的 0. 5% DMSO。
1. 2摇 主要试剂

Omi 的抑制剂 Ucf鄄101 购自 Merck 公司;AFC,
Ac鄄DEVD鄄AFC,Ac鄄LEHD鄄AFC,标准品均购自 BIO鄄
MOL 公司;Bradford 蛋白定量试剂盒购自南京建成

生物工程研究所。 Western 及 IP 裂解液和 PMSF 购

自碧云天生物技术研究所;磷酸酶抑制剂和蛋白酶

抑制剂购自 Roche 公司;BCA 蛋白定量试剂盒购自

美国 Pierce 公司;抗 Omi 抗体购自美国 Santa Cruz
公司;抗 XIAP 抗体购自美国 Cell Signaling 公司;
Anti鄄GAPDH antibody 购自美国 Sigma 公司;HRP 标

记山羊抗兔 IgG 和 HRP 标记山羊抗小鼠 IgG 购自

北京中杉金桥生物技术有限公司。
1. 3摇 标本收集

于实验结束后各时间点分批麻醉大鼠,分离右

后肢比目鱼肌取材。 将分离好的比目鱼肌分为两部

分,一部分切成 1. 5 mm 伊 1 mm 左右的小块,将其

投入 2. 5% 戊二醛中固定 24 h 以上,之后置于 4益
保存,以备透射电子显微镜观察;另一部分置于冻存

管,液氮速冻后移至鄄80益冰箱冷冻保存,用于检测

其 MPTP 的开放程度、Caspase鄄3,鄄8,鄄9,鄄12 的活性

以及 Omi 和 XIAP 表达。
1. 4摇 骨骼肌线粒体超微结构的观察

从 2. 5%戊二醛固定液中取出比目鱼肌小块,
用 0. 1 mol / L 磷酸缓冲液冲洗,再用 1%锇酸将其固

定 2 h,再次用 0. 1 mol / L 磷酸缓冲液冲洗。 随后依

次在 30% 、50% 、70% 、80% 、90%和 100%的丙酮溶

液中脱水,再采用环氧树脂 Spurr 包埋后,用 LEI鄄
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CAUC6I 型切片机将其纵切为 50 ~ 70 nm 的超薄切

片,最后用醋酸双氧铀和柠檬酸铅进行双染色 15 ~
30 min。 JEM鄄1230 透射电子显微镜观察线粒体的

分布及其超微结构。
1. 5摇 骨骼肌 MPTP 开放的测定

采用 CaCl2诱发线粒体肿胀试验检测 MPTP 的

开放程度[7]。 常规提取比目鱼肌线粒体悬浮液,取
浓度为 0. 3 mg / ml 的比目鱼肌线粒体溶液 100 滋l,
加入 2 ml 含有 120 mmol / L KCl、5 mmol / L KH2PO4、
20 mmol / L MOPS、10 mmol / L Tris鄄 HCl,pH 7. 4 的

反应缓冲液,孵育 2 min,再加入 200 滋mol / L CaCl2
诱发线粒体肿胀,最后使用 G1115A 型紫外分光光

度计检测 540 nm 处线粒体的吸光度(A),设加入 Ca

Cl2即刻的吸光度值为 A0,加入 CaCl2反应 10 min 后

的吸光度值为 A1,二者的差值(吟A540 =A0 鄄A1)可表

示 MPTP 的活性,差值越大,表示 MPTP 开放程度越

大。
1. 6摇 骨骼肌 Omi 和 XIAP 蛋白表达的测定

常规提取比目鱼肌组织,测定其蛋白浓度后,将
样品浓度调至 3 滋g / 滋l,每孔上样 20 滋l。 聚丙烯酰

胺凝胶分离蛋白(浓缩胶 90 V 电压,分离胶 140 V
电压),湿转法将蛋白转至 PVDF 膜上 (恒流 300
mA,90 min)。 室温或 4益于 5% BSA 封闭液中封闭

3 h。 一抗(Omi: 1 颐 100;XIAP: 1 颐 1 000;GAPDH:
1 颐 1 000)孵育过夜。 第 2 日室温 TBST 洗膜 6 次,
每次 5 min。 加入用封闭液稀释的二抗(羊抗兔 IgG
和羊抗小鼠 IgG 均按 1 颐 5 000 稀释)孵育 50 min。
再次 TBST 洗膜 6 次,每次 5 min。 将膜滴上超敏发

光液,于凝胶成像系统曝光显像。
1. 7摇 骨骼肌 Omi 和 XIAP 相互作用的测定

采用免疫共沉淀法检测 Omi 与 XIAP 的相互作

用。 常规离心提取大鼠比目鱼肌,并测定样品蛋白

浓度,将样品浓度调至 5 滋g / 滋l。 将样品按 500 颐 1
加入小鼠 IgG,25 颐 1 加入琼脂糖 A / G 摇转 30 min
以清除非特异性结合。 接着离心取上清,按 250 颐 1
的比例加入 Omi 抗体,于 4益摇转过夜。 次日再离

心弃上清,裂解液洗涤 beads,再离心弃上清 3 次。
再加入 15 滋l 2伊上样缓冲液,95益孵育。 最后再离

心取样品上清进行 Western blot 检测,方法同上。
1. 8摇 骨骼肌 Caspase 活性的测定

死亡受体途径、线粒体途径和内质网途径是细

胞凋亡的主要途径,均能引起 Caspase鄄3 的活化,导
致细胞凋亡。 故细胞凋亡的程度可以用 Caspase鄄3
活化来反映,而线粒体凋亡途径则可用 Caspase鄄9 活

化来反映。 取骨骼肌组织 100 mg,加入裂解液 1

ml,剪碎、匀浆、离心后取上清液。 于避光酶标板上

标准孔中加入不同浓度 AFC 标准品溶液 100 滋l 作
为标准曲线;在各样品孔中分别加入组织上清液 30
滋l,2伊Reaction buffer 50 滋l,Caspase鄄9 荧光底物(Ac鄄
LEHD鄄AFC) 或 Caspase鄄3 荧 光 底 物 ( Ac鄄DEVD鄄
AFC) 10 滋l,蒸馏水 10 滋l,振荡混匀;在参数为 405
nm,37益,1. 5 h 的荧光酶标仪中每隔 15 min 连续检

测其光密度值。
1. 9摇 统计学处理

所有实验结果以平均值依标准差(軃x依s)表示,采
用 SPSS 18. 0 软件分析数据,统计方法采用双因素

方差( two鄄way ANOVA)分析,对处理因素(安静对

照、离心运动、抑制剂、DMSO 和运动抑制剂)和时间

因素(干预后 0 h、12 h、24 h、48 h 和 72 h)的主效应

及其交互作用分析。 如处理因素和时间因素交互作

用不显著(P>0. 05),则建立非饱和模型分析;如处

理因素和时间因素交互作用显著(P<0. 05),则对不

同组别采用 SNK鄄q 检验进一步比较,并参考 Bonfer鄄
ron 法和 Tukey 法的比较结果。

2摇 结果

2. 1摇 骨骼肌线粒体超微结构变化

如图 1,图 2 所示,安静对照组大鼠骨骼肌 Z 线

呈线性排列,线粒体均匀分布其两侧。 线粒体多为

长线形,膜结构清晰完整,嵴结构密集,基质深。 一

次离心运动后 0 h Z 线排列紊乱,线粒体开始于肌

膜下积聚,线粒体变大,嵴结构发散。 离心运动后

Fig. 1摇 Electron microscopic observation of skeletal muscle mi鄄
tochondrial ultrastructure after eccentric exercise
(伊10 000)
C: Control group; E0: 0 hours after eccentric exercise
group; E12: 12 hours after eccentric exercise group;
E24: 24 hours after eccentric exercise group; E48: 48
hours after eccentric exercise group; E72: 72 hours after
eccentric exercise group
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12 h 骨骼肌 Z 线模糊不清,线粒体大量积聚于肌膜

下,线粒体变圆,甚至呈空泡,膜结构不完整甚至消

失,嵴结构稀少,基质变浅,此时线粒体损伤最为严

重。 离心运动后 24 h 骨骼肌 Z 线较为清晰,线粒体

分布较均匀,于肌膜下减少,线粒体形态有所恢复,
膜结构较清晰,嵴变多而密,基质变深。 离心运动后

48 h 线粒体再次呈损伤表现,但损伤程度已较 12 h
大大减轻。 离心运动后 72 h 线粒体分布及其形态

结构已基本恢复至正常水平。

Fig. 2摇 Electron microscopic observation of skeletal muscle mi鄄
tochondrial ultrastructure after eccentric exercise
(伊40 000)
C: Control group; E0: 0 hours after eccentric exercise
group; E12: 12 hours after eccentric exercise group;
E24: 24 hours after eccentric exercise group; E48: 48
hours after eccentric exercise group; E72: 72 hours after
eccentric exercise group

2. 2摇 骨骼肌 MPTP 开放变化

如表 1 所示,与 C 组相比,大鼠骨骼肌组织

MPTP 开放程度在离心运动后 0 h 至 48 h 显著升

高,72 h 已恢复到正常水平,且在 12 h 升至最高峰。
提示,离心运动可以导致 MPTP 开放程度增大。
Tab. 1摇 Changes of skeletal muscle MPTP opening and Omi /

XIAP complex after eccentric exercise (軃x依s, n=6)
Group MPTP activity(吟A540) Omi / XIAP complex
C 0. 065依0. 027 1. 000依0. 289
E0 0. 122依0. 031* 3. 523依0. 373**

E12 0. 183依0. 022** 7. 924依0. 354**

E24 0. 166依0. 026** 10. 221依0. 469**

E48 0. 131依0. 019* 9. 070依0. 492**

E72 0. 084依0. 021 8. 363依0. 303**

摇 摇 MPTP: Mitochondrial permeability transition pore; C: Con鄄
trol group; E0: 0 hours after eccentric exercise group; E12: 12
hours after eccentric exercise group; E24: 24 hours after eccen鄄
tric exercise group; E48: 48 hours after eccentric exercise
group; E72: 72 hours after eccentric exercise group
摇 摇 *P<0. 05,**P<0. 01 vs C

2. 3摇 骨骼肌 Omi 蛋白表达变化

如图 3,表 2 所示,(1)离心运动组:骨骼肌 Omi
蛋白表达在离心运动后 0 h 显著升高(P<0. 01),12
h 上升到最高峰(P<0. 01),之后至 48 h 呈逐渐下降

趋势(P<0. 01),至运动后 72 h 恢复到安静对照组

水平。 (2)单纯阻断组:与安静对照组相比,单纯阻

断组 Omi 蛋白表达在干预后 12 h(P<0. 05)至 72 h
(P<0. 05)均显著降低;与离心运动组相比,Omi 蛋
白表达在各时间点(P<0. 01)均显著低于离心运动

组。 (3)DMSO 组:与安静对照组相比,DMSO 组不

同时程 Omi 蛋白表达无显著差异;与离心运动组相

比,除干预后 72 h 外,DMSO 组 Omi 蛋白表达各时

间点(P<0. 01)均显著低于离心运动组;与单纯阻断

组相比,DMSO 组 Omi 蛋白表达在干预后 12 h(P<
0. 01),48 h(P<0. 01)明显升高。 (4)运动阻断组:
Omi 蛋白表达与安静对照组相比在运动阻断后 0 h
开始显著升高(P<0. 01),12 h(P<0. 01)上升到最

高峰,24 h(P<0. 01)虽有所下降但仍显著高于安静

对照组,48 h 至 72 h 逐渐下降基本恢复至安静对照

组水平;与离心运动组相比,Omi 蛋白表达在运动阻

断后 0 h(P<0. 01)和 12 h(P<0. 01)明显升高,其余

时间点均无显著差异;与单纯阻断组和 DMSO 组相

比,除 72 h 外,运动阻断组 Omi 蛋白表达各时间点

(P<0. 01)均显著高于单纯阻断组和 DMSO 组。

Fig. 3摇 Changes of Omi protein expressions in skeletal muscle
after eccentric exercise and UCF鄄101 intervention
C: Control group; E: Eccentric exercise group; U: Simple
blocking group; D: DMSO group; EU: Exercise block
group
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Tab. 2摇 Changes of Omi protein expressions in skeletal muscle after eccentric
exercise and UCF鄄101 intervention(軃x依s, n=6)Omi(% C group)

Group 0 h 12 h 24 h 48 h 72 h
E 2. 395依0. 193**吟吟银银 3. 123依0. 232**吟吟银银茵茵 1. 947依0. 174**吟吟银银茵荫荫 1. 737依0. 129**吟吟银银茵茵荫荫 1. 223依0. 183吟吟茵茵荫荫阴阴姻姻

U 0. 777依0. 202## 0. 639依0. 097*##银银 0. 609依0. 132*## 0. 542依0. 128*##银银 0. 594依0. 193*##

D 0. 943依0. 149## 1. 138依0. 127##吟吟 0. 973依0. 183## 1. 173依0. 192##吟吟 0. 841依0. 103
EU 1. 596依0. 210**##吟吟银银 2. 642依0. 172**##吟吟银银茵茵 2. 120依0. 193**吟吟银银茵茵荫 1. 303依0. 168#吟吟荫荫姻姻 0. 835依0. 171茵茵荫荫阴阴姻

摇 摇 C: Control group; E: Eccentric exercise group; U: Simple blocking group; D: DMSO group; EU: Exercise block group
摇 摇 *P<0. 05,**P<0. 01 vs C in the group; #P<0. 05,##P<0. 01 vs E at the same time; 吟吟P<0. 01 vs U at the same time; 银银P<
0. 01 vs D at the same time; 茵茵P<0. 01 vs 0 h in the group; 荫P<0. 05, 荫荫P<0. 01 vs 12 h in the group; 阴阴P<0. 01 vs 24 h in the
group; 姻P<0. 05,姻姻P<0. 01 vs 48 h in the group

2. 4摇 骨骼肌 XIAP 蛋白表达变化

如图 4,表 3 所示,(1)离心运动组:骨骼肌 XI鄄
AP 蛋白表达在运动后 0 h 明显升高(P<0. 01),48 h
上升至最高(P<0. 01),72 h 有所下降但仍显著高于

安静对照组(P<0. 01)。 (2)单纯阻断组和 DMSO
组:与安静对照组相比,这两组 XIAP 蛋白表达均无

显著差异;与离心运动组相比,单纯阻断组 XIAP 蛋

白表达在干预后 12 h 至 72 h 均显著低于离心运动

组相应时间点(P<0. 01),DMSO 组 XIAP 蛋白表达

全程均显著低于离心运动组相应时间点(P<0. 01)。
(3)运动阻断组:与安静对照组相比,运动阻断组

XIAP 蛋白表达在实验后 0 h 明显升高(P<0. 05),
24 h 达最高峰(P<0. 01),48 h 和 72 h 有所下降但

仍显著高于安静对照组(P<0. 01);与离心运动组相

比,XIAP 蛋白表达运动阻断组除 12 h 和 24 h 显著

高于运动组(P<0. 01),其余时间点均无显著差异;
与单纯阻断组相比,运动阻断后 12 h 至 72 h XIAP
蛋白表达均显著升高(P<0. 01);与 DMSO 组相比,
运动阻断后各时间点 XIAP 蛋白表达均显著升高(P

<0. 01)。

Fig. 4摇 Changes of XIAP protein expressions in skeletal muscle
after eccentric exercise and UCF鄄101 intervention
C: Control group; E: Eccentric exercise group; U: Simple
blocking group; D: DMSO group; EU: Exercise block
group

Tab. 3摇 Changes of XIAP protein expressions in skeletal muscle after eccentric exercise
and UCF鄄101 intervention(軃x依s, n=6)XIAP(% C group)

Group 0 h 12 h 24 h 48 h 72 h
E 1. 547依0. 234**银银 2. 973依0. 194**吟吟银银茵茵 3. 517依0. 269**吟吟银银茵茵荫荫 3. 951依0. 193**吟吟银银茵茵荫荫阴阴 2. 010依0. 202**吟吟银银茵茵荫荫阴阴姻姻

U 1. 213依0. 152 1. 129依0. 174## 1. 243依0. 119## 0. 926依0. 092## 0. 837依0. 127##

D 0. 903依0. 183## 0. 872依0. 192## 1. 139依0. 126## 1. 204依0. 112## 0. 914依0. 187##

EU 1. 472依0. 213*银银 3. 493依0. 201**##吟吟银银茵茵 5. 139依0. 182**##吟吟银银茵茵荫荫 3. 736依0. 192**吟吟银银茵茵阴阴 1. 662依0. 146**吟吟银银荫荫阴阴姻姻

摇 摇 C: Control group; E: Eccentric exercise group; U: Simple blocking group; D: DMSO group; EU: Exercise block group
摇 摇 *P<0. 05,**P<0. 01 vs C in the group; ##P<0. 01 vs E at the same time; 吟吟P<0. 01 vs U at the same time; 银银P<0. 01 vs D at
the same time; 茵茵P<0. 01 vs 0 h in the group; 荫荫P<0. 01 vs 12 h in the group; 阴阴P<0. 01 vs 24 h in the group; 姻姻P<0. 01 vs 48
h in the group

2. 5摇 骨骼肌 Omi 和 XIAP 相互作用变化

用免疫共沉淀法检测大鼠骨骼肌组织 Omi 和
XIAP 的相互作用。 如表 1,图 5 所示,与安静对照

组相比,离心运动后 0 h 至 72 h 大鼠骨骼肌 Omi 和

XIAP 结合量均显著升高,于运动后 24 h 升至最高

峰。 提示,离心运动后骨骼肌 Omi 和 XIAP 存在相

互结合作用。
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Fig. 5 摇 Changes of skeletal muscle Omi / XIAP complex after
eccentric exercise
C: Control group; E0: 0 hours after eccentric exercise
group; E12: 12 hours after eccentric exercise group; E24:
24 hours after eccentric exercise group; E48: 48 hours af鄄
ter eccentric exercise group; E72: 72 hours after eccentric
exercise group

2. 6摇 骨骼肌 Caspase鄄9 活性变化

如表 4 所 示, ( 1 ) 离 心 运 动 组: 不 同 时 程

Caspase鄄9 活性在运动后 0 h 稍有升高,在 12 h 升至

最高(P<0. 01),之后逐渐下降,但至 48 h(P<0. 01)
仍都高于安静对照组水平,至 72 h 仍高于安静对照

组,但无显著差异。 (2)单纯阻断组与 DMSO 组:与
安静对照组相比,单纯阻断组与 DMSO 组全程骨骼

肌 Caspase鄄9 活性均无统计学差异;与离心运动组相

比, Caspase鄄9 活性在单纯阻断后 12 h 至 48 h 均显

著低于离心运动组(P<0. 01);DMSO 组 Caspase鄄9
活性在干预后 0 h 至 48 h 全程均低于离心运动组

(P<0. 01)。 与单纯阻断组相比,DMSO 组 Caspase鄄9
活性全程均无显著差异。 (3)运动阻断组:与安静

对照组相比,Caspase鄄9 活性在运动阻断后 0 h 有所

升高,12 h 升至最高(P<0. 01),24 h 有所下降但仍

较高(P<0. 05),在 48 h 和 72 h 已逐渐恢复到安静

水平;与离心运动组相比,运动阻断组 Caspase鄄9 活

性变化与离心运动组趋势相同,且均低于离心运动

组,但只有 12 h 和 48 h 差异显著(P<0. 01);与单纯

阻断组相比,Caspase鄄9 活性在运动阻断后 12 h(P<
0. 01)和 24 h(P<0. 05)显著升高。 与 DMSO 组相

比,Caspase鄄9 活性在运动阻断后 0 h(P<0. 05)和 12
h(P<0. 01)显著升高。

Tab. 4摇 Changes of skeletal muscle Caspase鄄9 activity after eccentric exercise
and UCF鄄101 intervention(軃x依s, n=6)Caspase鄄9 activity(nmol / (h·mg))

Group 0 h 12 h 24 h 48 h 72 h

E 0. 081依0. 017银 0. 156依0. 015**吟吟银银茵茵 0. 122依0. 012**吟吟银银 0. 116依0. 013**吟吟银银荫 0. 084依0. 013荫荫阴

U 0. 049依0. 010 0. 053依0. 014## 0. 045依0. 008## 0. 040依0. 009## 0. 055依0. 012

D 0. 043依0. 007# 0. 051依0. 017## 0. 062依0. 011## 0. 046依0. 013## 0. 058依0. 009

EU 0. 063依0. 013银 0. 108依0. 012**##吟吟银银茵茵 0. 099依0. 007*吟 0. 061依0. 013##荫荫 0. 049依0. 017荫荫阴阴

摇 摇 C: Control group; E: Eccentric exercise group; U: Simple blocking group; D: DMSO group; EU: Exercise block group
摇 摇 *P<0. 05, **P<0. 01 vs C in the group; #P<0. 05,##P<0. 01 vs E at the same time; 吟P<0. 05,吟吟P<0. 01 vs U at the same
time; 银P<0. 05,银银P<0. 01 vs D at the same time; 茵茵P<0. 01 vs 0 h in the group; 荫P<0. 05,荫荫P<0. 01 vs 12 h in the group;
阴P<0. 05,阴阴P<0. 01 vs 24 h in the group

2. 7摇 骨骼肌 Caspase鄄3 活性变化

如表 5 所示,(1)离心运动组:Caspase鄄3 活性在

运动后 0 h(P <0. 05),12 h (P <0. 01),24 h (P <
0. 01),48 h(P<0. 05)显著高于安静对照组,12 h 升

至最高,离心运动后 72 h 恢复至正常水平。 (2)单
纯阻断组:与安静对照组相比,单纯阻断组全程

Caspase鄄3 活性均无显著差异;与离心运动组相比,
Caspase鄄3 活性在单纯阻断干预后 12 h(P<0. 01)至
48 h(P<0. 01)均显著低于相应时间点。 (3)DMSO
组:与安静对照组相比,DMSO 组全程 Caspase鄄3 活

性均无统计学差异;与离心运动组相比,DMSO 组

Caspase鄄3 活性在干预后 0 h(P<0. 01)至 48 h(P<
0. 01)均显著低于离心运动组;与单纯阻断组相比,
DMSO 组全程 Caspase鄄3 活性变化无显著差异。 (4)
运动阻断组:与安静对照组相比,Caspase鄄3 活性在

运动阻断后 0 h 稍有升高,12 h 达顶峰(P<0. 01),
24 h(P<0. 05)有所下降但仍高于安静对照组,48 h
和 72 h 逐渐恢复到安静对照水平;与离心运动组相

比,Caspase鄄3 活性在运动阻断后 12 h(P<0. 01)显

著低于离心运动组;与单纯阻断组相比,Caspase鄄3
活性在运动阻断后 12 h(P<0. 01)和 24 h(P<0. 01)
显著升高;与 DMSO 组相比,Caspase鄄3 活性在运动

阻断后 0 h(P<0. 05)、12 h(P<0. 01)和 24 h(P<
0. 05)显著高于 DMSO 组。

3摇 讨论

3. 1摇 一次大负荷运动对骨骼肌线粒体超微结构的

影响

一次大负荷运动尤其是大强度的离心运动后,
肌肉损伤最为严重,表现为肌力下降,炎性因子增

加,肌膜骨架蛋白降解或丢失,超微结构发生改变。
本研究显示,给予大鼠一次性大负荷离心运动后,肌
纤维 Z 线排列紊乱,线粒体开始向肌膜聚集,线粒

体形态结构出现异常。 运动后 12 h 线粒体损伤最

严重,Z 线失去线性排列甚至消失,线粒体分布不均

匀,大量积聚于肌膜下,线粒体变大变圆甚至呈空泡
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Tab. 5摇 Changes of skeletal muscle Caspase鄄3 activity after eccentric exercise
and UCF鄄101 intervention(軃x依s, n=6)Caspase鄄3 activity(nmol / (h·mg))

Group 0 h 12 h 24 h 48 h 72 h
E 2. 498依0. 245*银银 3. 361依0. 206**吟吟银银茵茵 2. 682依0. 270**吟吟银银 2. 395依0. 184*吟吟银银荫荫 1. 942依0. 195茵茵荫荫阴阴

U 2. 198依0. 163 1. 729依0. 142## 1. 695依0. 119## 1. 840依0. 201## 1. 676依0. 163
D 1. 739依0. 210## 2. 125依0. 137## 2. 096依0. 113## 1. 842依0. 150## 1. 926依0. 192
EU 2. 231依0. 183银 2. 836依0. 139**##吟吟银银茵茵 2. 419依0. 223*吟吟银银荫 2. 168依0. 173荫荫 2. 036依0. 163荫荫阴

摇 摇 C: Control group; E: Eccentric exercise group; U: Simple blocking group; D: DMSO group; EU: Exercise block group
摇 摇 *P<0. 05,**P<0. 01 vs C in the group; ##P<0. 01 vs E at the same time; 吟P<0. 05,吟吟P<0. 01 vs U at the same time; 银P<
0. 05,银银 P<0. 01 vs D at the same time; 茵茵P<0. 01 vs 0 h in the group; 荫P<0. 05, 荫荫P<0. 01 vs 12 h in the group; 阴P<
0. 05,阴阴P<0. 01 vs 24 h in the group

状,膜结构不完整甚至消失,嵴稀少,基质变浅。 运

动后 24 h 线粒体形态结构有所恢复。 48 h 线粒体

损伤再次严重,但程度比 12 h 大大减轻。 运动后 72
h 线粒体形态结构已基本恢复正常。 提示,大负荷

离心运动可以导致骨骼肌线粒体形态结构发生典型

的病理改变。 已有报道[8],一次力竭离心运动后 0
h 大鼠肱三头肌线粒体多呈空泡状,部分线粒体破

裂;而运动后 48 h 和 72 h 线粒体形态结构改变最为

严重,线粒体几乎无完整,部分嵴缺损,线粒体由絮

状逐渐变为髓样。 该报道与本研究结果不大一致,
可能是由于所采用的运动负荷和运动时间不同所

致,该报道采用 200 min 的力竭性运动,而本研究为

90 min。 提示,运动诱发的线粒体超微结构改变可

能与运动形式、运动强度及运动时间密切相关。
3. 2摇 一次大负荷运动对骨骼肌 MPTP 的影响

线粒体功能的正常发挥依赖于其膜结构的稳

定。 MPTP 是位于线粒体膜上的蛋白复合体,其开

放状态决定了膜的通透性[9]。 生理状态下 MPTP 多

呈关闭状态,只选择性地允许小分子物质通过;病理

状态下 MPTP 开放增加,致使线粒体促凋亡蛋白细

胞色素 C 等释放入细胞质,启动 Caspase鄄 9 依赖的

线粒体凋亡途径,进而激活 Caspase鄄3,最终导致细

胞发生凋亡[10]。 本研究结果显示,一次大负荷离心

运动后骨骼肌 MPTP 开放程度增大,而运动后 12 h
MPTP 开放程度最为显著。 而前述一次大负荷离心

运动后骨骼肌线粒体形态结构异常,同样运动后 12
h 损伤最为严重。 我们分析,一次大负荷离心运动

能导致骨骼肌形态结构发生病理改变,MPTP 高通

透开放,致使线粒体促凋亡蛋白释放入细胞质,进而

相继激活 Caspase鄄9 及 Caspase鄄3,最终造成肌细胞

凋亡。 提示,线粒体凋亡途径在运动诱导的骨骼肌

细胞凋亡中发挥极为重要的作用。
3. 3摇 Omi 对运动损伤细胞凋亡的影响

Omi 是目前发现的作用较强的线粒体促凋亡蛋

白,但其本质是丝氨酸蛋白酶[11]。 内质网合成的

Omi 前体通过线粒体定位序列引导进入线粒体,之
后在线粒体内经加工后形成成熟的 Omi。 Omi 在正

常生理情况下位于线粒体膜间隙,当细胞受到应激

刺激时线粒体膜通透性转换孔开放增加,进而 Omi
被释放入胞质并发挥其促凋亡作用。 研究发现几种

不同的细胞过表达 Omi 可显著引发凋亡的发生[12],
而敲除 Omi 后细胞对凋亡能产生更强的抵抗性[13]。
因此,作为抑制细胞凋亡的分子靶点,研究 Omi 具
有重要的意义。 本研究发现,一次大负荷离心运动

后骨骼肌 Omi 蛋白表达明显增加,同时运动后 12 h
达到最高,之后至 72 h 逐渐恢复正常,提示线粒体

促凋亡蛋白 Omi 可能在离心运动后早期的骨骼肌

细胞凋亡过程中发挥重要作用。 综上所述,大鼠骨

骼肌线粒体超微结构损伤、MPTP 开放程度增加以

及 Caspase鄄9,鄄3 的活性升高均在大负荷运动后 12 h
最为明显,而 Omi 蛋白表达也在运动后 12 h 增至最

高,因此,推测细胞凋亡与肌肉损伤可能同时发生,
Omi 介导细胞凋亡可能是大负荷运动致骨骼肌损伤

的另一重要原因。
XIAP 是 IAPs 家族中最具有特征性、作用最强

的内源性 Caspases 抑制蛋白,能直接结合并最有效

地抑制 Caspases 的活性[14]。 XIAP 有 BIR1,BIR2 和

BIR3 三个重复序列。 作为 XIAP 抗凋亡的最小结构

单位,BIR2 结构域能通过直接结合 Caspase鄄3 发挥

抗凋亡效应,而 BIR3 结构域则能直接结合并抑制

Caspase鄄 9 的活性[15]。 此外,已证实 XIAP 是促凋亡

因子 Omi 的底物。 Omi 可与 XIAP 的 BIR2、BIR3 结

构域直接结合,致使 XIAP 分别释放和激活 Caspase鄄
3 和 Caspase鄄9,最终发挥其促凋亡作用[16]。 已知

Omi 的特异性抑制剂 Ucf鄄101 能在不影响其他蛋白

的情况下抑制 Omi 的表达[17]。 为探究 Omi 对运动

损伤致肌细胞凋亡的影响,本研究给予大鼠 Omi 特
异性抑制剂 Ucf鄄101 进行干预后显示,Ucf鄄101 能明

显增加离心运动后骨骼肌 XIAP 的蛋白表达,同时

能明显降低运动后 Caspase鄄9 和 Caspase鄄3 活性。 同
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时发现,Omi 与 XIAP 在离心运动诱导的肌细胞凋

亡中存在相互结合作用。 以上结果提示,在大负荷

离心运动诱导的骨骼肌细胞凋亡中,Omi 可能通过

结合并抑制 XIAP,进而终止 XIAP 对 Caspase鄄9 及

Caspase鄄3 的活化,启动依赖 Caspase鄄9 的线粒体凋

亡途径,最终导致肌细胞凋亡。
综上所述,一次性大负荷离心运动可以诱导大

鼠骨骼肌线粒体形态结构发生改变,使 MPTP 高通

透性开放,Omi 蛋白表达上调,进而通过其下游的

XIAP鄄Caspase 途径,启动线粒体凋亡途径,最终导致

肌细胞发生凋亡。 而抑制 Omi 可降低运动诱导骨

骼肌细胞的凋亡水平。
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